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CHAMPIGNONS DES AIGUILLES DE SAPIN 
(ABIES ALBA MILL.) 
10. OBSERVATION EN CHAMBRE HUMIDE 


par F. GOURBIERE et R. PEPIN (*) 


Résumé 


Les champignons suivants sont observés sur les aiguilles de sapin en décomposition, 
après incubation en chambre humide. 


— Cladosporium herbarum, C. cladosporioides et Alternaria alternata, peu abondants 
sur les aiguilles sénescentes, disparaissant rapidement une fois les aiguilles au sol. 


— Un basidiomycète non identifié forme des rhizomorphes blancs sur les aiguilles 
Leet Fl. 


— Polyscytalum verrucosum et Endophragmiella sp. forment, en association avec des 
Ascomycetes (Microthyrium, Stomiopeltis et Trichothyrina) un réseau mycélien dense sur 
les aiguilles F1. Ces deux hyphomycétes sont étudiés en M.E.B. et comparés à ceux 
présents au méme stade sur les aiguilles de Pinus. 


Summary 


The following fungi sporulate during incubation of decomposing needles in damp 
chamber. 


— Cladosporium herbarum, C. cladosporioides and Alternaria alternata, scarcely 
present on senescing needles, disappear rapidly on fallen needles. 


— An unidentified basidiomycéte forms white rhizomorphs on L - Fl needles. 


— Polyscytalum verrucosum and Endophragmiella sp., associated with some Ascomy- 
cetes (Microthyrium, Stomiopeltis and Trichothyrina) form a dematious hyphal network 
on Fl needles. These two hyphomycetes are illustrated in S.E.M. and compared with 
similar fungi occuring on pine needles. 


(*) Laboratoire d'Écologie microbienne, Université Lyon I, Bat. 741, 43 bd du 
11-Novembre-1918, 69622 Villeurbanne Cedex, France (Équipe de Recherches associées 
au CNRS, ERA 848). 
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Nous avons précédemment publié un inventaire des champignons 
observés sur les aiguilles de sapin au cours de leur décomposition (GOUR- 
BIERE, 1982). Dans ces conditions d’observation directe, on peut reconnai- 
tre les espéces a fructifications relativement volumineuses : ascomycetes 
(Lophodermium, Lirula, Unguicularia, Nectria, Microthyrium), coelomycétes 
(Rhizosphaera, Cytospora), ainsi que divers champignons présentant des 
thalles différenciés (Atichia, mycélium X1, Marasmius androsaceus). Par 
contre il est difficile d'identifier les hyphomycetes dont les conidiophores 
et surtout les appareils conidiens ne sont pas développés ou brisés. Sur les 
aiguilles de sapin, seuls se reconnaissent facilement les conidiophores de 
Thysanophora et les spores de Toxosporium. 


Pour compléter l’inventaire de ces microflores, il est nécessaire d'obser- 
ver les aiguilles aprés un séjour en atmosphére humide (KENDRICK et 
BURGES 1962, PARKINSON et BALASOORIYA 1967, LEHMANN et HUDSON 1977, 
MITCHELL et MILLAR 1978). Cette incubation stimule la sporulation des 
conidiophores et leur formation sur le mycélium déjà présent. Elle doit 
rester suffisamment courte pour ne pas modifier la microflore d’origine. 


MATERIEL ET METHODES 


Les aiguilles proviennent de la sapinière de Tarentaize (Loire) située a 
1 100 m d’altitude dans le Mont Pilat (Massif Central). 


Nous avons étudié : 


— les aiguilles sénescentes recueillies lors de leur chute, en distinguant 
les aiguilles vertes (Lov) des aiguilles brunes (Lob) ; 
— les aiguilles des trois stades de litiére au sol : L, Fl, F2. 


Les prélèvements ont été réalisés de décembre 1981 à novembre 1982. 


Chaque mois, 33 aiguilles de chaque type sont placées dans une boite de 
Pétri sur papier filtre stérile humidifié. Les boites sont scellées avec du 
Parafilm et incubées á 20 °C pendant une semaine. Les aiguilles sont alors 
observées au microscope stéréoscopique ( x 10 a 40). 


Les résultats sont exprimés en pourcentages d'aiguilles colonisées par 
chaque espèce. Cette méthode étant conçue comme un complément à 
l’observation directe, seules les espèces non observables directement figu- 
rent dans les tableaux. 


Pour l’examen en Microscopie électronique à balayage, il a été impossi- 
ble de procéder à une fixation suivie d’une dessication par la méthode du 
point critique car l’immersion des aiguilles dans un liquide provoque la 
perte totale des conidies. Des segments d’aiguilles colonisées ont donc été 
simplement séchés à l’air dans un dessicateur en présence d’anhydride 
phosphorique, ce qui explique une certaine déformation des spores 
(Fig. 2.1 et 2.2). Ils ont été ensuite collés sur les porte-objets à la laque 
d'argent et métallisés par pulvérisation cathodique d’or-palladium, puis 
observés sous 25 à 35 kV sur des microscopes JEOL 35 EF et Cambridge 
S 600 au Centre de Microscopie Electronique Appliqué à la Biologie et la 
Géologie (CMEABG) de l’Université de Lyon. 
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RÉSULTATS 


Le tableau I résume les résultats présentés en détail dans les tableaux 2 
a 6. Avant de les discuter nous ferons part de quelques remarques sur des 
espèces n'y figurant pas. Celles-ci peuvent être réparties en deux groupes. 


— Espèces observées directement et peu modifiées en chambre humide. 
C'est le cas de Cytospora, Lirula, Lophodermium, Nectria, Microthyrium, 
mycélium X1, Atichia, pour lesquels on observe au plus la libération des 
spores múres. Cette sporulation est particulièrement abondante chez Thy- 
sanophora (aiguilles L) dont les conidiophores régénèrent des pénicilles de 
phialides et chez Rhizosphaera dont les pycnides se gonflent jusqu’a former 
une couche gélatineuse de conidies (aiguilles Lo). 


Deux espèces, Marasmius et Unguicularia, peu modifiées au cours de la 
premiére semaine d’incubation, voient par la suite leur frequence augmen- 
ter. Nous n’en avons pas tenu compte ici. 


— Espèce non observées directement, isolées en culture à partir des 
aiguilles (GOURBIERE 1979, 1981) et apparaissant sporadiquement en 
chambre humide. C'est le cas de certaines mucorales (Mortierella raman- 
niana, M. pulchella, M. parvispora, M. marburgensis) et de Calcarisporium 
arbuscula que nous avons parfois observés sur les aiguilles Fl et F2. Un 
doute subsiste sur leur signification car leurs fructifications sont souvent 
liées, soit à des débris étrangers à l'aiguille (Calcarisporium), soit à un début 
de colonisation du papier filtre (M. ramanniana). Ces observations ne sont 
pas rapportées ici, l'écologie de ces espèces soulevant des problèmes qui 
seront étudiés par ailleurs. 


Nous n’examinerons donc dans la discussion que les espèces figurant 
dans les tableaux, pour lesquelles l’observation en chambre humide a 
apporté des informations nouvelles non sujettes à caution. 


TABLEAU I 


Microflores observées en chambre humide sur les aiguilles d’ Abies alba Mill. 
(en % d'aiguilles colonisées). 


GROUPE II 


Cladosporium herbarum 
Cladosporium cladosporioides 
Alternaria alternata 


GROUPE III 
Basidiomycéte blanc 7,6 8,7 


GROUPE IV 


Polyscytalum verrucosum 15,5 73,1 
Endophragmiella sp. 4,1 27,0 
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DISCUSSION 


Ces informations concernent deux groupes de champignons : les sapro- 
phytes primaires ubiquistes sur les aiguilles sénescentes Lo, et les hypho- 
mycétes dématiés des aiguilles Fl. Il faut y joindre l’observation d'un 
mycélium blanc de basidiomycéte dans la litiére. 


SAPROPHYTES PRIMAIRES UBIQUISTES 
(Groupe II, GOURBIÈRE 1982) 


Ces champignons (Cladosporium, Alternaria, Epicoccum) ont été isolés en 
culture a partir des aiguilles de la litière récente, Lo et L (GOURBIERE, 1974, 
1979, 1981). Ils n’ont pas été retrouvés a l'observation directe (GOURBIERE, 
1982), mais cela pouvait être dû à leurs petites dimensions et à l'absence des 
appareils conidiens. En chambre humide on voit apparaitre Cladosporium 
herbarum, C. cladosporioides et Alternaria alternata. Seul Epicoccum nigrum 
n’a pas été observé. Toutefois ces espèces restent peu fréquentes (moins de 
10 % des aiguilles sont colonisées) et peu abondantes (quelques conidio- 
phores par aiguille). Signalons qu’elles envahissent très vite le papier filtre. 
Elles ne colonisent que la surface des aiguilles, ceci étant confirmé par leur 
disparition après stérilisation superficielle des aiguilles (GOURBIÈRE, 1983). 
Elles sont restreintes aux aiguilles Lo et disparaissent rapidement une fois 
les aiguilles au sol (L). Elles semblent présenter un maximum estival. 


TABLEAU IT 
Microflore des aiguilles tombées vertes (Lov). 


Déc. Jan. Fév. Mars Avr. Mai Juin Août Sep. Oct. Nov. Moyenne 


Cladosporium 
herbarum 


Cladosporium 
cladosporioides 
Alternaria 
alternata 


TABLEAU III 
Microflore des aiguilles sénescentes brunes (Lob). 


Cladosporium 


herbarum 
Cladosporium 
cladosporioides 
Alternaria 
alternata 
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Fic. 1. 


l. Conidiophores d’ Endophragmiella et de Polyscytalum à la surface des aiguilles Fl 
incubées en chambre humide. 

2. Conidiophore et conidies d’ Endophragmiella sp. 

3. Réseau mycélien recouvrant la surface des aiguilles Fl. 
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Cette situation est tres différente de celle que l'on rencontre chez les 
feuillus où Cladosporium, en particulier, est très abondant et persiste dans 
la litière au sol (Hupson, 1971). Dans les litières de conifères, le rôle des 
saprophytes primaires ubiquistes est toujours trés discret (LEHMANN et 
Hubson, 1977). 


BASIDIOMYCETE BLANC (Groupe III) 


Sur les aiguilles L et Fl apparaissent des touffes d'hyphes blanches 
bouclées plus ou moins réunies en rhizomorphes. Elles sont nettement 
issues de l'intérieur des aiguilles. Elles peuvent atteindre | ou 2 cm de long 
et s'implanter sur les aiguilles voisines. Elles livrent des cultures semblables 
aux cultures A127 issues des aiguilles stérilisées en surface (GOURBIERE, 
1983) dont nous avons déja noté la ressemblance avec les cultures de 
Mycena galopus. 


Ce basidiomycete a la même répartition (groupe III) et le même compor- 
tement que Marasmius androsaceus (GOURBIERE, 1982). Tous deux témoi- 
gnent d'une colonisation précoce des aiguilles de la litière par de petites 
espèces de basidiomycétes. 


MITCHELL et MILLAR (1978) ont observé la même colonisation (Maras- 
mius androsaceus et rhizomorphes blancs) sur les aiguilles de Pinus nigra. 


HYPHOMYCETES DES AIGUILLES Fl (Groupe IV) 


Ils ont fait l’objet d’une étude en microscopie électronique à balayage. 
La surface des aiguilles Fl est recouverte d'un réseau mycélien réticulé 
(Fig. 1.3), formé d'hyphes dématiées, qui contribue a la coloration noire des 
aiguilles á ce stade (« dark network formers » des auteurs anglo-saxons). 
L’observation directe avait montré la présence d'un Microthyrium (GOUR- 
BIÈRE, 1982). Depuis nous y avons trouvé deux autres ascomycetes : Sto- 
miopeltis pinastri (Fck1) von Arx (= Calothyrium pinastri (Fck1) Theiss.) et 
Trichothyrina pinophylla (von Höhn.) Petrak. 


Mais ce réseau mycélien porte aussi de très nombreux conidiophores 
(plusieurs centaines par aiguille de 20 x 2 mm), non identifiables directe- 
ment car dépourvus de spores lors des récoltes. En chambre humide par 
contre, ils sporulent trés rapidement (fig. 1.1) en révélant la présence de 
deux espéces Polyscytalum verrucosum Sutton et Endophragmiella sp. Elles 
vivent en mélange (fig. 1.1) et cohabitent avec les ascomycétes sans 
ségrégation spatiale visible. 


Polyscytalum verrucosum. Nos observations sont conformes a la descrip- 
tion de l’espèce (SUTTON, 1978) sur rameaux de Pinus. Conidiophores 
simples, brunátres, septés, portant au sommet quelques ramifications 
semblables aux conidies (cellules conidiogènes polyblastiques), puis des 
chaines acrogénes simples de conidies ovoides (5-8 x 2 um), verruqueuses 
(fig. 2.1 et 2.2). Quelques granulations sont visibles au sommet du conidio- 
phore. 
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TABLEAU IV 
Microflore des aiguilles de la litière récente (L). 


Déc. Jan. Fév. Mars Avr. Mai Juin Août Sep. Oct. Nov. Moyenne 


Polyscytalum 
verrucosum 

Endophragmiella 
sp. j 

Basidiomycète 
blanc 


TABLEAU V 
Microflore des aiguilles de la litière F1. 


Polyscytalum 
verrucosum DO TS SAO no Sl 63 54 90 


Endophragmiella 
sp. MAR 2h el 66: 00 AO UNO 21 
Basidiomycéte 
blanc 15002 146 ODO 27 


TABLEAU VI 
Microflore des aiguilles de la litiére F2. 


Polyscytalum 
verrucosum 


Endophragmiella 

sp. 
Basidiomycéte 
blanc 


Endophragmiella sp. (fig. 1.2). Les spores brunes, bicellulaires, mesurent 
17-34 x 9-12 um. Leur morphologie et biométrie ne correspondent a aucune 
espéce connue (HUGHES, 1979 ; ELLIs, 1976). 


Ces deux espèces apparaissent en L, atteignent leur maximum en Fl puis 
régressent en F2 (Tab. I). Elles appartiennent donc, comme Microthyrium, 
a notre groupe IV (GOURBIERE, 1982). 


Toutes les aiguilles sont colonisées par le réseau mycélien, il n’y a donc 
pas d’inhibition par les colonisateurs antérieurs (Thysanophora et Lopho- 
dermium en particulier). 


L’une comme l’autre apparaissent strictement superficielles. 
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Fic. 2. 


l. Conidiophore de Polyscytalum verrucosum Sutton. 
2. Conidies verruqueuses de Polyscytalum verrucosum. 
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Nous avons pu obtenir, a partir des spores, des cultures sporulées de 
Polyscytalum, leur croissance est trés lente. Nous n’avons par contre pas 
réussi a cultiver Endophragmiella, malgré un début de germination des 
spores. Les ascomycétes associés sont inconnus en culture. Ces particulari- 
tés culturales expliquent que les espéces de ce groupe ne soient pas isolées 
en culture a partir des aiguilles, par suite de la présence, sur les mémes 
aiguilles, d’espéces a croissance trés rapide (GOURBIERE, 1979). 


La régression du réseau mycélien en F2 se fait par « plaques » où la 
surface de l’aiguille redevient nue et de couleur plus claire. Le mycélium 
semble servir de nourriture a de nombreuses espéces de la faune du sol en 
particulier aux Enchytreides. Nous avons observé dans le tube digestif de 
ces annélides des plaques de mycélium portant des conidiophores entiers, 
ainsi que des spores d’ Endophragmiella encore entiéres et donc facilement 
reconnaissables. 


L’ensemble de ces caractéres correspond point par point a ceux décrits 
par KENDRICK et BURGES (1962) pour deux hyphomycétes de la litiére de 
Pinus sylvestris : Troposporella monospora (Kendrick) M.B. Ellis (= Heli- 
coma monospora Kendrick) et Sympodiella acicola Kendrick. Ils ont été 
retrouvés par LEHMANN et HUDSON (1977) sur Pinus sylvestris et par 
PARKINSON et BALASOORIYA (1967) sur Pinus nigra. 


Sur aiguilles de Pinus ils sont parfois associés (ou remplacés) a un 
ascomycete, Kriegeriella mirabilis Hóhn. (MITCHELL et MILLAR, 1978), 
probablement identique au Lophiostoma pinastri Niessl. (détermination 
erronée, MITCHELL et MILLAR, 1978) trouvé sur aiguille de Pinus par 
LEHMANN et HUDSON (1977) et GREMMEN (1960). 


Notons par ailleurs que Stomiopeltis pinastri, Trichothyrina pinophylla et 
Microthyrium pinophyllum (Hôhn.) Petrak sont connus sur les aiguilles de 
Pinus à ce stade de décomposition (ELLIS J.P., 1976, 1977 a et b). 


Signalons enfin qu’au Japon, sur aiguilles de Pinus densiflora on trouve 
Sporidesmium goidanichii (Rambelli) Hughes (= Endophragmia alternata 
Tubaki et Saito) (TUBAKI et SAITO, 1969) et, sur aiguilles de Pinus thunbergii, 
Sporidesmium goidanichii et Kriegeriella mirabilis (SOMA et SAITO, 1979). 


Endophragmiella pinicola (Ellis) Hughes est connu sur aiguilles de Pinus 
(ELLIS M.B., 1976). 


CONCLUSION 


L’observation en chambre humide a donc permis de préciser la significa- 
tion des saprophytes primaires ubiquistes et de confirmer la présence 
précoce d'un basidiomycéte. Mais elle a surtout contribué á préciser notre 
connaissance des hyphomycétes du stade Fl (Groupe IV). 


A des vicariances d’espèces près, ce stade est caractérisé par le dévelop- 
pement d'un mycélium superficiel dématié, en réseau trés dense, apparte- 
nant : 


— d'une part, à des hyphomycètes ; dont on peut noter qu'ils appartien- 
nent à deux types, l’un à spores petites et nombreuses (Sympodiella, 
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Polyscytalum), Vautre a grosses spores peu nombreuses (Troposporella, 
Endophragmiella, Sporidesmium), 

— d’autre part, a divers loculoascomycétes présentant une convergence 
morphologique (ascocarpes aplatis) : Microthyrium, Trichothyrina, Stomio- 
peltis, Kriegeriella). 

Bien que l’une ou l’autre de ces espèces puisse devenir dominante dans 
certains cas, elles coexistent le plus souvent sans ségrégation spatiale 
visible. Ceci rappelle la situation des fumagines (« sooty-moulds ») sur les 
rameaux de conifères, où l’on observe aussi un mélange de mycélium 
(HUGHES, 1976). Cette situation est différente des autres stades de la 
succession fongique sur les aiguilles où l’on observe des phénomènes 
d’exclusion (Thysanophora et Lophodermium par exemple). 


Quelles sont les ressources nutritionnelles de ces populations ? 
On peut en envisager trois : 


— la cuticule, 

— les exsudats (passifs) de l'aiguille elle-méme, 

— les apports exogénes de nutriments, par l'intermédiaire des eaux de 
pluie. Le fait que ce type de développement fongique se retrouve, avec des 
espéces bien spécifiques, dans toutes les litiéres de conifére étudiées, et 
dans chaque cas affecte toutes les aiguilles á un stade bien déterminé, laisse 
supposer un déterminisme unique et contraignant qu'il reste a découvrir. 


Nous remercions MM. B.C. Sutron et P.M. Kirk, du Commonwealth Mycological 
Institute (CMI, Kew) qui ont bien voulu examiner nos échantillons, et confirmer en 
particulier l'identité de Polyscytalum verrucosum. 
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